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Verfahren  zur  Herstellung  von  Insulin-Derivaten. 

(§7)  Die  Erfindung  betrifft  ein  Verfahren  zur  Herstellung  von 
Insulin-Derivaten  der  Formel  I 
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B29 
B-Kette -R30-X„ 

in  welcher 
R30  für  den  Rest  einer  neutralen,  genetisch  kodierbaren 

L-Aminosäure  steht,  X,  für  gleiche  oder  verschiedene  Reste 
genetisch  kodierbarer  L-Aminosäure  steht,  darunter  minde- 
stens  eine  basische  Aminosäure,  wobei  das  C-terminale 
Glied  Homoserinlacton  sein  kann,  Y  Phe  oder  H,  n  =  1,2 
oder  3  bedeutet,  durch  Spaltung  von  Intermediaten,  Proin- 
sulin,  Präproinsulin  oder  deren  Analogen,  das  dadurch  ge- 
kennzeichnet,  dass  die  Spaltreaktion  in  der  Nähe  des  iso- 
elektrischen  Punktes  der  Insulin-Derivate  der  Formel  I  in 
Gegenwart  einer  aromatischen  Hydroxyverbindung  durch- 
geführt  wird. 

ACTORUM  AG 

  Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
Insulin-Derivaten  der  Formel 

in  welcher 
R30 für  den  Rest  einer  neutralen,  genetisch  kodierbaren 

L-Aminosäure  steht,  X, für  gleiche  oder  verschiedene  Reste 
genetisch  kodierbarer  L-Aminosäure  steht,  darunter  minde- 
stens  eine  basische  Aminosäure,  wobei  das  C-terminale 
Glied  Homoserinlacton  sein  kann,  Y  Phe  oder  H,  n  = 1,2 
oder  3  bedeutet,  durch  Spaltung  von  Intermediaten,  Proin- 
sulin,  Präproinsulin  oder  deren  Analogen,  das  dadurch  ge- 
kennzeichnet,  dass  die  Spaltreaktion  in  der  Nähe  des  iso- 
elektrischen  Punktes  der  Insulin-Derivate  der  Formel  I  in 
Gegenwart  einer  aromatischen  Hydroxyverbindung  durch- 
geführt  wird. 



I n s u l i n   wird  in  v ivo   in  Form  e i n e s   V o r l ä u f e r s ,   des  P r ä -  

p r o i n s u l i n s ,   s y n t h e t i s i e r t .   Die  P r ä s e q u e n z   s t e l l t   e i n e  

S i g n a l r e g i o n   fü r   W e c h s e l w i r k u n g e n   mit  Membranen  dar  und  w i r d  

noch  be i   oder   abe r   u n m i t t e l b a r   nach  der  S y n t h e s e   a b g e s p a l t e n .  
Das  P r o i n s u l i n   h i n g e g e n   i s t   e in   M o l e k ü l ,   das  in  g e r i n g e n  

Mengen  in  P a n k r e a s e e x t r a k t e n  n a c h w e i s b a r   i s t .   Bei  d e s s e n  

Umwandlung  zum  I n s u l i n   wird  du rch   e in   s p e z i f i s c h e s   Enzym-  

sys t em  das  C - P e p t i d   a b g e s p a l t e n .  

Die  S c h n i t t s t e l l e n   für   d ie   P r o z e s s i e r u n g s e n z y m e   w e r d e n  

g e b i l d e t   d u r c h   d ie   S e q u e n z e n   Arg-Arg  an  den  P o s i t i o n e n   B31 
und  B32  (B30  i s t   der  s p ä t e r e   C - T e r m i n u s   der  B - K e t t e )   und 

Lys-Arg   an  der  P o s i t i o n   62  (bzw.  A  1)  und  63  (bzw.  AO),  d i e  

s i c h   N - t e r m i n a l   zu  der  s p ä t e r e n   A - K e t t e   b e f i n d e n .   M i t  

Enzymen  mit  t r y p t i s c h e r   und  C a r b o x y p e p t i d a s e - B - A k t i v i t ä t   l ä ß t  

s i c h   in  v i t r o   P r o i n s u l i n   g l a t t   in  I n s u l i n   umwandeln  ( K e m m l e r  

et  a l . ,   JBC  246,  6786-91   ( 1 9 7 1 ) ) .   Die  P r o t e o l y s e   mit   T r y p s i n  
oder   t r y p s i n - ä h n l i c h e n   Enzymen  a l l e i n   l i e f e r t   h i n g e g e n  

b e v o r z u g t   j ene   Z w i s c h e n p r o d u k t e ,   die  noch  e i n e s   oder   b e i d e  

A r g i n i n e   in  den  P o s i t i o n e n   31  und  32  am  C - T e r m i n u s   d e r  

B - K e t t e   t r a g e n ,   neben  j e n e n   I n s u l i n - A b b a u p r o d u k t e n ,   d i e  B  

- t e r m i n a l   zu  L y s - n - ( B 2 9 )   I n s u l i n   ( = d e s - A l a n i n - ( B 3 0 ) - S c h w e i n e -  

i n s u l i n ,   d e s - T h r e o n i n - ( B 3 0 ) - H u m a n i n s u l i n )   oder   zu  A r g i n i n -  
(B22)  - Insul in   (=desoc tapep t id - Insu l in )   gespalten  sind  (Chance,  i n  

P roc .   VII  C o n g r e s s   of  I n t e r n a t i o n a l   D i a b e t e s   F e d . ,   ( 1 9 7 0 ) ;  

D.E.  S t e i n e r   et  a l . ,   F e d .  P r o c .   33,  2105-15   ( 1 9 7 4 ) ;   J .  

M a r k u s s e n   in  P roc .   S y m p .  o n   P r o i n s u l i n ,   I n s u l i n ,   C - P e p t i d e ,  

Tokush ima   ( 1 9 7 8 ) ) .  

Durch  g e n t e c h n o l o g i s c h e   Methoden   s ind   h e u t z u t a g e   P r ä p r o -  
i n s u l i n e   aus  F r o k a r y o n t e n ,   i n s b e s o n d e r e   E.  c o l i ,   z u g ä n g l i c h .  
B e s o n d e r s   i n t e r e s s a n t   s ind   d a b e i   s o l c h e   S t a m m e ,  d i e  P r o i n -  
s u l i n e   mit   m e n s c h l i c h e r   I n s u l i n s e q u e n z   e n t h a l t e n .   D u r c h  



A b ä n d e r u n g   der  P l a s m i d e   i s t   es  d a r ü b e r h i n a u s   m ö g l i c h ,   g e -  
z i e l t   neue  S e q u e n z a b s c h n i t t e   zu  k o n s t r u i e r e n ,   i n s b e s o n d e r e  

Ä n d e r u n g e n  a n   den  P o s i t i o n e n   31-33  und  61-63  der  P r o i n s u l i n -  

s e q u e n z   in  der   Weise ,   daß  e n z y m a t i s c h e   oder   c h e m i s c h e  

S p a l t s t e l l e n   zur  F r e i s e t z u n g   von  I n s u l i n   bzw.  I n s u l i n d e r i -  

v a t e n   e r h a l t e n   b l e i b e n .   Dazu  z ä h l e n   b e i s p i e l s w e i s e   s o l c h e  

D e r i v a t e ,   d ie   an  S t e l l e   e i n e s   oder   b e i d e r   A r g i n i n e   an  P o s i -  

t i o n   31  und  32  e i n e   a n d e r e   b a s i s c h e   A m i n o s ä u r e ,   a l s o   L y s i n  
oder   H i s t i d i n ,   e n t h a l t e n ,   so  daß  Enzyme  mit  t r y p t i s c h e r  
S p e z i f i t ä t   zur  S p a l t u n g   h e r a n g e z o g e n - w e r d e n   können .   Es 

können  aber   auch  S e q u e n z e n   e i n g e f ü h r t   w e r d e n ,   die   S u b s t r a t e  

a n d e r e r   b e k a n n t e r   p r o t e o l y t i s c h e r   Enzyme  s ind   oder   S e q u e n z e n ,  

an  denen  e i n e   S p a l t u n g   mit   c h e m i s c h e n   Methoden  m ö g l i c h   i s t .  

V o r a u s s e t z u n g   fü r   d ie   v o r l i e g e n d e   E r f i n d u n g   i s t   nu r ,   daß  b e i  

g e e i g n e t e r   S p a l t u n g   des  P r o i n s u l i n a n a l o g e n   e in   I n s u l i n d e r i -  

va t   e n t s t e h t ,   das  k e i n e   z u s ä t z l i c h e   A m i n o s ä u r e   vor  dem 

N - T e r m i n u s   der   A - K e t t e   a u f w e i s t   und  u n t e r   den  b i s   z u  
d r e i   z u s ä t z l i c h e n   A m i n o s ä u r e n   am  C - T e r m i n u s   der  B - K e t t e  

( P o s i t i o n e n   3 1 - 3 3 )   m i n d e s t e n s   e i n e   b a s i s c h e   A m i n o s ä u r e  

t r ä g t .  

S o l c h e   I n s u l i n d e r i v a t e   die  am  C - T e r m i n u s   der  B - K e t t e   z u s ä t z -  

, l i c h   p o s i t i v e   Ladungen   a u f w e i s e n ,   V e r f a h r e n   zu  d e r e n   H e r -  

s t e l l u n g ,   d i e s e   e n t h a l t e n d e   M i t t e l   und  d e r e n   Verwendung  s i n d  

G e g e n s t a n d   der  d e u t s c h e n   P a t e n t a n m e l d u n g e n   P  33  26  4 7 2 . 4  
(HOE  83/F  141)  und  P  33  26  473.2(HOE  83/F  142) .   Ein  V e r f a h r e n  

zu  i h r e r   K r i s t a l l i s a t i o n   i s t   G e g e n s t a n d   der   d e u t s c h e n  

P a t e n t a n m e l d u n g   P  33  27  709.5  (HOE  83/F  1 4 8 ) .  

Es  wurde  nun  g e f u n d e n ,   daß  d i e s e   I n s u l i n d e r i v a t e   b e s o n d e r s  

g l a t t   aus  den  e n t s p r e c h e n d e n   I n t e r m e d i a t e n ,   P r o i n s u l i n e n ,  

P r ä p r o i n s u l i n e n   oder   den  e n t s p r e c h e n d e n   Ana logen   h e r s t e l l b a r  

s i n d ,  i n d e m   man  d ie   p r o t e o l y t i s c h e   Verdauung   oder   die   c h e m i -  

sche  S p a l t u n g   in  der  Nähe  des  i s o e l e k t r i s c h e n   P u n k t e s   d e s  



g e w ü n s c h t e n   D e r i v a t s   i n / G e g e n w a r t   von  Pheno l   oder   ä h n l i c h e n  

Aromaten   d u r c h f ü h r t .   Es  wird  auf   d i e s e   Weise  n i c h t   n u r  

e r r e i c h t ,   daß  das  E n d p r o d u k t   aus  der  R e a k t i o n s l ö s u n g   a u s f ä l l t  

und  somi t   w e i t g e h e n d   dem  R e a k t i o n s g l e i c h g e w i c h t   e n t z o g e n  

wi rd ;   u n t e r   den  b e s c h r i e b e n e n   B e d i n g u n g e n   e n t s t e h e n   d i r e k t  

in  dem  Medium  s c h a r f k a n t i g e ,   p r i s m e n f ö r m i g e   K r i s t a l l e ,   d i e  

wegen  der  g e r i n g e n   O b e r f l ä c h e   e i n e r   W e i t e r r e a k t i o n   v i e l  

w e n i g e r   u n t e r l i e g e n   a l s   z .B.   amorphe  N i e d e r s c h l ä g e .   So  i s t  

e s - b e i s p i e l s w e i s e   e r s t a u n l i c h ,   daß  das  D e r i v a t   I n s u l i n -  
ArgB31-0H  in  k r i s t a l l i n e r   Form  gegen  w e i t e r e n   t r y p t i s c h e n  

Abbau  a u ß e r o r d e n t l i c h   s t a b i l   i s t .  

Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   d a h e r   e in   V e r f a h r e n   zur  H e r s t e l l u n g  

von  I n s u l i n - D e r i v a t e n   der   Formel   I ,  

in  w e l c h e r  
R30  fü r   den  Rest   e i n e r   n e u t r a l e n ,   g e n e t i s c h   k o d i e r b a r e n  

L - A m i n o s ä u r e   s t e h t ,  
X  für   g l e i c h e   oder   v e r s c h i e d e n e   Res te   g e n e t i s c h   k o d i e r -  

b a r e r   L - A m i n o s ä u r e n   s t e h t ,   d a r u n t e r   m i n d e s t e n s   e i n e  

b a s i s c h e   A m i n o s ä u r e   wobei   das  C - t e r m i n a l e   G l i ed   d e r  

H o m o s e r i n l a c t o n r e s t   s e i n   k a n n ,  
Y  =  Phe  oder   H  u n d  

n  =  1,2  oder   3  b e d e u t e t ,   d u r c h   S p a l t u n g   von  I n t e r m e d i a t e n ,  

P r o i n s u l i n ,   P r ä p r o i n s u l i n   oder   d e r e n   A n a l o g e n ,   d a s  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t   i s t ,   daß  die   S p a l t r e a k t i o n   i n  

der   Nähe  des  i s o e l e k t r i s c h e n   P u n k t e s   der  I n s u l i n - D e r i -  

v a t e   der  Formel   I  in  G e g e n w a r t   e i n e r   a r o m a t i s c h e n  

H y d r o x y v e r b i n d u n g   d u r c h g e f ü h r t   w i r d .  

B e v o r z u g t   i s t   Y  =  P h e .  



G e n e t i s c h   k o d i e r b a r   s ind   d ie   f o l g e n d e n   L - A m i n o s ä u r e n :  

Gly,   Ala ,   S e r ,   Thr ,   Val ,   Leu,  I l e ,   Asp,  Asn,  Glu,  G l n , C y s ,  

Met,  Arg,  Lys,   His ,   Tyr ,   Phe,   Trp,   Pro  ( n e u t r a l e   A m i n o s ä u r e n  

u n t e r s t r i e h e n .  

Unte r   e i n e r   n e u t r a l e n   A m i n o s ä u r e   v e r s t e h t   man  dann  i n s b e s o n -  

de re   Gly,  Ala ,   Se r ,   Thr,   Val ,   Leu,  I l e ,   Asn,  Gln,  Met,  Phe  
oder   Pro;   u n t e r   e i n e r   b a s i s c h e n   A m i n o s ä u r e   v e r s t e h t   man 
i n s b e s o n d e r e   Arg,  Lys  oder   H i s .  

Nach  dem  e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   V e r f a h r e n   l a s s e n   s i c h   b e s p i e l s -  
we i se   f o l g e n d e   I n s u l i n - D e r i v a t e   h e r s t e l l e n   (ohne  daß  d i e  

E r f i n d u n g   auf   d i e s e   b e s c h r ä n k t   w ä r e ) :  

H u m a n i n s u l i n - A r g B 3 1 - O H  

S e h w e i n e i n s u l i n - A r g B 3 1 - O H  

R i n d e r i n s u l i n - A r g B 3 1 - O H  

H u m a n i n s u l i n - A r g B 3 1 - A r g B 3 2 O H  

S c h w e i n e i n s u l i n - A r g B 3 1 - A r g B 3 2 O H  

R i n d e r i n s u l i n - A r g B 3 1 - A r g B 3 2 O H  
H u m a n i n s u l i n - L y s B 3 1 - O H  

H u m a n i n s u l i n - A l a B 3 1 - L y s B 3 2 - O H  

H u m a n i n s u l i n - V a l 3 1 - A r g B 3 2 - O H  

H u m a n i n s u l i n - L e u B 3 1 - A r g B 3 2 - A r g B 3 3 - O H  

S c h w e i n e i n s u l i n - V a l B 3 1 - H i s B 3 2 - A r g B 3 2 - A r g  

S c h w e i n e i n s u l i r i - L e u B 3 1 - V a l B 3 2 - A r g B 3 3 - O H  

H u m a n i n s u l i n - A r g B 3 1 - P h e B 3 2 O H  

H u m a n i n s u l i n - A r g  

Das  e r f i n d u n g s g e m ä ß e   V e r f a h r e n   wird  b e v o r z u g t   im  p H - B e r e i c h  
von  e i n e r   p H - E i n h e i t   u n t e r h a l b  d e s   i s o e l e k t r i s c h e n   P u n k t e s  
b i s   e i n e r   E i n h e i t   o b e r h a l b   d i e s e   P u n k t e s   in  der  G e g e n w a r t  
e i n e s   P h e n o l s   oder   e i n e s   G e m i s c h e s   m e h r e r e r   P h e n o l e   d u r c h -  

g e f ü h r t .  

Zur  E i n s t e l l u n g   des  p H - W e r t e s   können  g e e i g n e t e   P u f f e r   ( w i e  

A c e t a t e ,   C i t r a t   oder   P h o s p h a t )   v e r w e n d e t   w e r d e n .  

B e v o r z u g t   wird  nach  dem  e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   V e r f a h r e n   d i e  

R e a k t i o n   so  g e f ü h r t ,   daß  d ie   K o n z e n t r a t i o n   des  A u s g a n g s m a -  
t e r i a l s   0 , 5  -   30  mg/ml ,   v o r z u g s w e i s e   1-10  mg/ml  b e t r ä g t   und 



die   R e a k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t   g e r i n g f ü g i g   g r ö ß e r   oder   g l e i c h  

i s t   wie  d ie   B i l d u n g s g e s c h w i n d i g k e i t   der  K r i s t a l l e .   Auf  d i e s e  

Weise   wird  e r r e i c h t ,   daß  v i e l e   K r i s t a l l k e i m e   e n t s t e h e n   und  

dami t   die   K r i s t a l l g r ö ß e   mit   M i t t e l   30  /um  n i c h t   ü b e r s t e i g t .  
Die  R e a k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t   kann  vor  a l l e m   bei   E n z y m k a t a l y s e  
s e h r   genau   in  der   g e w ü n s c h t e n   Weise  k o n t r o l l i e r t   w e r d e n .  

Mit  dem  b e s c h r i e b e n e n   V e r f a h r e n   i s t   es  a l s o   m ö g l i c h ,   d i e  

R e a k t i o n   b e s s e r   in  R i c h t u n g   auf  das  g e w ü n s c h t e   P r o d u k t   z u  
l e n k e n   und  d a m i t   d ie   A u s b e u t e   d e u t l i c h   zu  v e r b e s s e r n .   Das  
P r o d u k t   f ä l l t   in  e i n e r   l e i c h t   w e i t e r   zu  v e r a r b e i t e n d e r   Form 

an,  d ie   von  ü b e r s c h ü s s i g e n   S p a l t u n g s r e a g e n s   z .B.   P r o t e a s e n  

d u r c h   e i n f a c h e s   Waschen  w e i t g e h e n d   b e f r e i t   werden  k a n n .  

Als  S p a l t u n g s r e a g e n z   wird  b e i s p i e l s w e i s e   e ine   P r o t e a s e   g e -  
w ä h l t ,   d e r e n   S p e z i f i t ä t   so  i s t ,   daß  der  g e w ü n s c h t e   Rest   X  
e r h a l t e n   b l e i b t ,   während   die   A - K e t t e   nach  e r f o l g t e r   S p a l t u n g  
e i n e n   f r e i e n   N - T e r m i n u s   H-Gly  a u f w e i s t .   Werden  in  der  P r o i n -  

s u l i n s e q u e n z   M e t h i o n i n e   a n  d e n   e n t s p r e c h e n d e n   S t e l l e n   e i n g e -  

f ü h r t ,   so  kann  d ie   S p a l t u n g   mit   Bromcyan  e r f o l g e n ,   w o b e i  

C - t e r m i n a l   der   H o m o s e r i n l a c t o n r e s t   e r h a l t e n   b l e i b t .  

I n s u l i n - D e r i v a t e   der  Formel   I  und  d i e s e n   e n t h a l t e n d e   p h a r m a -  
z e u t i s c h e   M i t t e l   s t e l l e n   vo l l kommen   neue  V e r z ö g e r u n g s p r i n -  

z i p i e n   d a r ,   d ie   ohne  D e p o t - H i l f s s t o f f e ,   wie  Zink  o d e r  

P r o t a m i n s u l f a t ,   zur  Wirkung  g e b r a c h t   werden  können.   D i e  

D e p o t - W i r k u n g   geh t   auf   e in   i n h ä r e n t e s ,   p r o t e i n c h e m i s c h  

b e d i n g t e s   p h y s i k a l i s c h e s   P r i n z i p ,   d ie   S c h w e r l ö s l i c h k e i t   d e s  

I n s u l i n - D e r i v a t s   am  i s o e l e k t r i s c h e n   P u n k t ,   z u r ü c k .   S e i n e  

W i e d e r a u f l ö s u n g   u n t e r   p h y s i o l o g i s c h e n   B e d i n g u n g e n   w i r d  

m ö g l i c h e r w e i s e   d u r c h   A b s p a l t u n g   der  z u s ä t z l i c h e n   b a s i s c h e n  

Gruppen  e r r e i c h t ,   d ie   je  nach  Derivat  du rch   t r y p t i s c h e   o d e r  

T r y p s i n - ä h n l i c h e ,   u n d / o d e r   C a r b o x y p e p t i d a s e  B -   oder   C a r b o x y -  

p e p t i d a s e   B - ä h n l i c h e   u n d / o d e r   E s t e r a s e - A k t i v i t ä t   z u s t a n d e  

kommt .  

B e i s p i e l   1  

T r y p t i s c h e   V e r d a u u n g   von  D e s n o n a p e p t i d - P r o i n s u l i n   vom  S c h w e i n  
in  A b w e s e n h e i t   und  in  G e g e n w a r t   von  P h e n o l .  



350  mg  D e s n o n a p e p t i d - S c h w e i n e p r o i n s u l i n   wurden  s a u e r   g e -  
l ö s t   und  zu  215  ml  0,1  M  T r i s - P u f f e r   pH=7,5  g e g e b e n ,  d e r  
200  /ug  T r y p s i n   (R ind)   e n t h ä l t .   I n n e r h a l b   w e n i g e r   M i n u t e n  

t r a t   e ine   Trübung  au f .   Nach  b e e n d e t e r   R e a k t i o n   (ca .   1  h)  

wurde  100  u g  T r y p s i n - I n h i b i t o r   z u g e g e b e n ,   z e n t r i f u g i e r t ,  
der  weiße   N i e d e r s c h l a g   in  20  ml  0 .05  M  A m m o n i u m a c e t a t p u f f e r  

pH  =  4,0  mit   0,1  %  e i n e s   g e e i g n e t e n   D e t e r g e n s   g e l ö s t   und  am 
K a t i o n e n a u s t a u s c h e r   mit  einem  0  b is   1  M  K o c h s a l z g r a d i e n t e n  

g e r e i n i g t .   Es  wurden  i s o l i e r t :   96  mg  (36 ,6   %)  I n s u l i n - A r g B 3 1  

A r g B 3 2 - O H   in  r e i n e r   Form  und  72  mg ( .27 ,4   %)  e i n e s   G e m i s c h s  

aus  I n s u l i n - A r g B 3 1 - A r g B 3 2 - O H   und  I n s u l i n - A r g B 3 1 - O H   u n d  

m i n d e s t e n s   zwei  w e i t e r e n   V e r u n r e i n i g u n g e n   (nach   i s o e l e k t r i -  

s c h e r   F o k u s s i e r u n g   und  H o c h d r u c k - F l ü s s i g k e i t s c h r o m a t o g r a p h i e  
(HPLC)) .   Aus  dem  Ü b e r s t a n d   der  R e a k t i o n   wurden  56  mg 
(ca .   21  %)  e i n e s   Gemischs   mit  14,9 %  A u s g a n g s s u b s t a n z ,   8 , 7  
Di-  und  M o n o a r g i n i n - D e r i v a t ,   49 ,3   %  D e s - A l a n i n ( B 3 0 ) - I n s u l i n  

und  12,2  %  D e s o c t a p e p t i d - I n s u l i n ,   neben  e i n i g e n   k l e i n e r e n ,  
u n i d e n t i f i z i e r t e n   Peaks  (HPLC)  i s o l i e r t .  

In  einem  P a r a l l e l a n s a t z   wurden  100  mg  D e s n o n a p e p t i d - S c h w e i -  

n e p r o i n s u l i n   s a u e r   g e l ö s t ,   und  zu  50  ml  e i n e s   0,1  M  T r i s -  

P u f f e r s   pH=7,5  g e g e b e n ,   der  2,5  mg/ml  m - K r e s o l   und  50  µ g  
T r y p s i n   (R ind)   e n t h i e l t .   Nach  etwa  15  Minu ten   b i l d e t e   s i c h   e i  

k r i s t a l l i n e r   N i e d e r s c h l a g   aus  s c h a r f k a n t i g e n   P r i s m e n   von  c a .  
5  -  1 5   µm  Größe .   Die  R e a k t i o n   wurde  nach  3  h  in  d e r  

b e s c h r i e b e n e n   Weise  a b g e b r o c h e n .   Die  A u f a r b e i t u n g   e r f o l g t e  
wie  o b e n .  

A u s b e u t e n :   56  mg  ( 7 4 , 7   %)  I n s u l i n - A r g B 3 1 - A r g B 3 2 - O H  

11  mg  ( 1 4 , 7   %)  Gemisch  aus  D i - A r g i n i n -   und  

M o n o - A r g i n i n - D e r i v a t  

Im  Ü b e r s t a n d   b e f i n d e t   s i c h   nur  noch  e ine   Spur  an  I n s u l i n -  

ä h n l i c h e n   S u b s t a n z e n .  



B e i s p i e l   2 

H e r s t e l l u n g   v o n  H u m a n i n s u l i n - A r g B 3 1 - O H   aus  A f f e n - P r ä p r o -  

i n s u l i n ,   e x p r i m i e r t   in  E . c o l i ,   du rch   t r y p t i s c h e   V e r d a u u n g .  

10  mg  A f f e n - P r ä p r o i n s u l i n   werden   s a u e r   g e l ö s t   und  zu  5  ml 

0,1  M  P h o s p h a t p u f f e r   mit  0,5  M  K o c h s a l z   pH  =  6 ,8 ,   d e r  

1,5  mg/ml  P h e n o l   und  0,7  mg/ml  m - K r e s o l ,   sowie  25  / u g  
. T r y p s i n   (R ind)   e n t h ä l t ,   z u g e g e b e n .   Aus  der  R e a k t i o n s l ö s u n g  

f ä l l t   das  g e w ü n s c h t e   P r o d u k t   in  s c h a r f k a n t i g e n   P r i s m e n   v o n  

c a .   5-20  /um  Größe  aus .   Die  K r i s t a l l e   e n t h a l t e n   92  %  a n  
I n s u l i n   und  I n s u l i n - D e r i v a t e n   davon  nach  HPLC  78 %  Human- 
i n s u l - i n - A r g B 3 1 - O H   und  14 %  H u m a n i n s u l i n - A r g B 3 1 - A r g B 3 2 - O H .  

Im  k l a r e n   Ü b e r s t a n d   der  R e a k t i o n   wird  nur  w e n i g e r   a l s   5 %  a n  

I n s u l i n - ä h n l i c h e m   P r o t e i n   g e f u n d e n .   Läßt  man  d ie   K r i s t a l l s u s -  

p e n s i o n   in  G e g e n w a r t   von  T r y p s i n   noch  w e i t e r e   2  Tage  b e i  

R a u m t e m p e r a t ü r   s t e h e n ,   so  b e f i n d e n   s i c h   noch  immer  87 %  d e r  

t h e o r e t i s c h e n   I n s u l i n -   und  I n s u l i n - D e r i v a t - M e n g e   im  k r i s t a l -  

l i n e n   Z u s t a n d ,   davon  79 %  H u m a n i n s u l i n - A r g B 3 1 - O H   und  11  % 
H u m a n i n s u l i n - A r g B 3 1 - A r g B 3 2 - O H .  



1.  V e r f a h r e n   zur  H e r s t e l l u n g   von  I n s u l i n - D e r i v a t e n   der  Formel  I ,  

in  w e l c h e r  
R30  fü r   den  Rest   e i n e r   n e u t r a l e n ,   g e n e t i s c h   k o d i e r b a r e n  

L - A m i n o s ä u r e   s t e h t ,  
X  für   g l e i c h e   oder   v e r s c h i e d e n e   Res te   g e n e t i s c h   k o d i e r -  

b a r e r   L - A m i n o s ä u r e n   s t e h t ,   d a r u n t e r   m i n d e s t e n s   e i n e  

b a s i s c h e   A m i n o s ä u r e ,   wobei  das  C - t e r m i n a l e   G l i e d   Homo- 

s e r i n l a c t o n   s e i n   k a n n ,  
Y  Phe  oder   H, 

n  =  1,2  oder   3  b e d e u t e t ,   du rch   S p a l t u n g   von  I n t e r m e d i a t e n ,  

P r o i n s u l i n ,   P r ä p r o i n s u l i n   oder   de r en   A n a l o g e n ,   d a -  

d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  die   S p a l t r e a k t i o n   in  d e r  
Nähe  des  i s o e l e k t r i s c h e n   P u n k t e s   der  I n s u l i n - D e r i -  

v a t e   der  Formel   I  in  G e g e n w a r t   e i n e r   a r o m a t i s c h e n  

H y d r o x y v e r b i n d u n g   d u r c h g e f ü h r t   w i r d .  

2.  V e r f a h r e n   gemäß  A n s p r u c h   1,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  
R30  in  der  F o r m e l  I  f ü r   Ala,  Thr  oder   Ser  s t e h t .  

3.  V e r f a h r e n   gemäß  Ansp ruch   1  oder   2,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  
daß  Y  in  Formel   I  für   Phe  s t e h t .  

4.  V e r f a h r e n   gemäß  einem  der  A n s p r ü c h e   1  b is   3,  d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  das  I n s u l i n - D e r i v a t   der  Formel   I  d i e  

Sequenz   des  H u m a n i n s u l i n ,   des  S c h w e i n e i n s u l i n s   oder   d e s  

R i n d e r i n s u l i n s   b e s i t z t .  

5.  V e r f a h r e n   gemäß  einem  der  A n s p r ü c h e   1  b is   4,  d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  X  in  Formel   I  für   e i n e n   n e u t r a l e n  

u n d / o d e r   b a s i s c h e n   A m i n o s ä u r e r e s t   s t e h t .  



6.  V e r f a h r e n   gemäß  einem  der   A n s p r ü c h e   1  b is   5,  d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  d ie   S p a l t r e a k t i o n   in  G e g e n w a r t   von  

einem  P h e n o l   oder   e i n e s   G e m i s c h e s   m e h r e r e r  P h e n o l e   d u r c h -  
g e f ü h r t   w i r d .  

7.  V e r f a h r e n   gemäß  einem  der  A n s p r ü c h e   1  b is   6,  d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  d ie   R e a k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t   s o  
g e w ä h l t   w i r d ,   daß  b e v o r z u g t   das  R e a k t i o n s p r o d u k t   in  Form 

von  b i s   zu  30/um  g r o ß e n   K r i s t a l l e n   a n f ä l l t .  

8.  V e r f a h r e n   gemäß  einem  der  A n s p r ü c h e   1  b is   7,  d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  zu  Beginn   der  R e a k t i o n   das  I n t e r m e d i a t ,  
das  P r o i n s u l i n   oder   d e r e n   A n a l o g e s   in  e i n e r   K o n z e n t r a t i o n  

von  0 ,5  b i s   30  mg/ml  im  R e a k t i o n s m e d i u m   v o r l i e g e n .  

9.  V e r f a h r e n   gemäß  einem  der  A n s p r ü c h e   1  b i s   8,  d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  das  R e a k t i o n s m e d i u m   ein  w ä ß r i g e s ,   i n  

g e e i g n e t e r   Weise  g e p u f f e r t e s   Medium  d a r s t e l l t .  

10.  V e r f a h r e n   gemäß  e inem  der   A n s p r ü c h e   1  b i s   9,  d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  das  S p a l t u n g s r e a g e n z   e i n e  

P r o t e a s e   d a r s t e l l t ,   d e r e n   S p e z i f i t ä t   so  i s t ,   daß  d e r  

g e w ü n s c h t e   Rest   Xn  e r h a l t e n   b l e i b t ,   während   d ie   A - K e t t e  

nach  e r f o l g t e r   S p a l t u n g   e i n e n   f r e i e n   N - T e r m i n u s   a u f w e i s t .  

11.  V e r f a h r e n   gemäß  einem  der   A n s p r ü c h e   1  b i s   9,  d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  das  S p a l t u n g s r e a g e n z   Bromcyan  d a r -  

s t e l l t ,   wodurch   am  C - T e r m i n u s   der  B - K e t t e   der  H o m o s e r i n -  

l a c t o n r e s t   e r h a l t e n   b l e i b t ,   während  bei   der  S p a l t u n g   a n  
Met-AO  der   n a t ü r l i c h e   N - T e r m i n u s   der  A - K e t t e   e n t s t e h t .  
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